This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



J 



Europgisches Patentamt 

© European Patent Offl e • © Numerode publication: 0 255 424 

Office ur peen dee brevets A1 



© DEMANDE DE BREVET EURO PEEN 



® Numero da depot: 874016S7.9 ® IntCI. 4 : C 07 K 15/00 

^ A 61 K 39/396 

@ Date de depot: 15.07.87 



© Prtortte: 15.07.86 FR 8610297 




© 


Demandeur: SAN OH soclete anonyms 






40, Avenue George V 


@ Date de publication de la demands: 






F-76008 Paris (FR) 


03.02.88 Bulletin 88/05 












® 


Inventeur: Barblerl, Lulgi 


@ Etats contractants designes : 




Vie San Giorgio 2616 B 


AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI L 


U NL SE 




1-40024 Castei San Pfetro Terme Bologna (IT) 








Casellas, Pierre 








Rue de I'Algueionguo 








La Colombo No. 9 F-34100 Montpetller (FR) 








Stlrpe, Roranzo 








Via San Petronlo Vecchlo 








1-40125 Bologna (IT) 






® 


Mandatalre: Gltlard, Marie-Louise 






Cabinet Beeu de Lom6nle 6o\ Rue d* Amsterdam 








F-75008 Paris (FR) 



© Irnmunotoxlnes, precede de preparation et compositions pharmaceutlques en contenant. 

fr) La presente Invention a pour objet de nouvelles Immunoto- 
nea obtenues par couplage covaJent entre. d'une part la 
trichosantlne ou (a trichoklrtne telle quelle ou convenablement 
modrfiee et d'autre part, un antlcorps ou fragment d'antlcorps, 
utins6 sous sa forme naturelle ou correctement modffle, (edit 
couplage etant realise sort par rintermedlalre d'une liaison 
dlsurfure, sort par I'lntermedialre d'une liaison thloether. 

La presente Invention a egalement pour objet. un precede 
pour la preparation desdftes Immunotoxines et des composl- 
tolns pharmaceutlques les contenant en tant que princIpe actff. 
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Abstract (Basic) : EP 255424 A 

Immuno toxins of statistical formula P'-W-A 1 (I) are new; where P' - 
residue of an antibody (or fragment), opt chemically modified and 
locking at least one of its normal functional gp., and with other 
functional gps . opt blocked; A 1 = radical of trichosanthine (Tl) or 
trichokirin (T2), opt chemically modified, lacking at least one of its 
normal functional gps., and with other functional gps. opt blocked; W - 
bivalent, covalent structure contg at least one thioether or disulphide 
gp in which the S atoms are derived from Cys residues in P or A or are 
bonded to natural functional gps. in P and/or A byspacers . 

Also new are intermediates of formula (VI) where P2" = residue, 
lacking at least one phenolic OH or Tyr, of any antibody or 
immunoglobulin (or fragment) or of Tl or T2, all opt as artificially 
modified derivs . ; the 0 atom between P2" and CO is derived from the 
missing phenolic OH, E = inert spacer; G = -S-S-X, etc.; X = activating 
gp. 

USE/ADVANTAGE - (I) are useful for destroy cells (esp cancer cells) 
which carry an antigen specifically recognised by P. Tl and T2 
(isolated from seeds of the plant Trichosanthes Kirilowii) inhibit 



ribosomal protein synthesis in eucaryotic cells. (I) retain the 
biological activities of both components; are prepd reproducibly and in 
good yield; are stable and soluble in water, and the toxin antibody 
ratio can be controlled. 
0/0 

Abstract (Equivalent): EP 255424 B 

An immunotoxin formed by the coupling of an antibody with 
trichokirin, having the following statistical formula: -P-W-A in which 
P' represents the radical of a protein P, which is an antibody or 
antibody fragment, as such or appropriately chemically modified, from 
which one or more of its own functions have been removed and in which 
other functional groups are optionally blocked, A ' represents the 
radical of a protein A which is trichokirin, as such or appropriately 
chemically modified, from which one or more of its own functions have 
been removed and in which other functional groups are optionally 
blocked, and W represents a divalent covalent structure containing at 
least one thioether group or one disulphide group in which either one 
of the sulphur atoms is that of the cysteines of P or A, or it is 
bonded to the own functions of P and/or A by spacing structures 
carrying a functional group bonded to the own functions of P and/or A, 
the trichokirin being a glycoprotein; having a molecular weight of 
28,000 +/-3,000 as determined by electrophoresis on polyacrylamide gel 
in the presence of SDS (sodium dodecyl-sulphate ) ; with an isoelectric 
point of at least 9; with a content of neutral sugars of 1.1 to 1.5% by 
weight, including 0.3 to 1.2% of mannose; having the following amino 
acid composition of formula (I) expressed as the number of residues per 
mol of protein + /- 20%: where Asx is the aspartic acid and asparagine 
residues together, Gix is the glutamic acid and glutamine residues 
together, 1/2 Cys is determined as being the cysteic residues of the 
native protein in the form of the cysteic acid determined during the 
analysis and n.d. means "not determined"; and it has the following 
.terminal amino sequence: 

Asp-Val-Ser-Phe-Ser-Leu-Ser-Gly-Gly-Gly-Thr-Ala-Ser-Tyr-Glu-Lys . 
(61pp) 

Abstract (Equivalent): US 4981953 A 

Immunotoxins are made from a base antibody with trichokinin added. 
Immunotoxin is of formula -P'-W-A', where P* = protein radical P which 
is an antibody or fragment; A* = protein A radical which is 
trichokinin; and W = divalent covalent structure contg. thioether, 
disulphide comprising one sulphur from cysteines of P/A bonded to P/A 
by bonding structures. Pref. immunotoxins are of formula P 1 -CW ' -A 1 ) m, 
where m = 0.3-12, pref. 0.5-10. Pref. deg. of substn. on P = M = 
0.5-10. Reaction takes place in an aq. soln. of pH 5-9 at a temp, no 
more than 30 deg. C. USE /ADVANTAGE - Recognises antigens carried by 
cancerous target cells to be destroyed. Process gives a stable, water 
sol. prod., good coupling yield. Toxin to antibody ratio can be 
controlled. 
(14pp) 
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0 255424 

D scrlptl n % 

Immunotoxines, precedes d'obtentton et compositions pharmaceutlques en contenant. 

La pr§sente invention a pour objet des produfts, appartenant a la classe des immunotoxines, obtenus par 
couplage covalent entre, d'une part ia trichosanthine ou la trichokirine telle quelle ou convenablement 
5 modifies (cl-apres designee par le symbole A) et, d'autre part un anticorps ou fragment d'anticorps, utllis6 
sous sa forme naturelle ou correctement modlfie (cl-apres desfgne par le symbole P), possedant la capacfte 
de reconnattre s6lectlvement un antlgene porte par les cellules a detrulre visees. Le couplage entre les 2 
proteines peut §tre reatis6 sort par Pintermedlaire d'une liaison dfsutfure, soft par rintermedialre d'une liaison 
thloether. 

10 Alnsi, la presente Invention a pour objet, selon un de ses aspects, una Immunotoxine formee par couplage 
d'un anticorps P avec la trichosanthine ou la trichokirine, proteines extraites de la plante Trichosanthes 
klrOown, ayant la formula statistlque sulvante : 

P'-W-A'(l) 
dans laquelle 

15 P* represents le radical d'une protelne qui est un anticorps ou un fragment d'anticorps tel quel ou 
chimlquement convenablement modffie, prfvee d'au molns Tune de ses fonctions propres et dans lequel les 
autres groupes fonctionnels sont 6ventuellement bloques. A' repr6sente le radical d'une protelne qui est la 
trichosanthine ou la trichokirine telle quelle ou chimlquement convenablement modlflee, prfvee d'au molns una 
de ses fonctions propres et dans laquelle les autres groupes fonctionnels sont eventuellement bloques et W 

20 represente une structure covalente bivalente contenant au molns un groupe thloether ou un groupe dlsulfure 
dont Tun des atomes de sulfure est soft chofsl parm) ceux des cysteines de P ou A, soft lie aux fonctions 
propres de P et/ou de A par des structures d'espacement portant un groupe fonctlonnel lie auxdites fonctions 
propres de P et/ou A. 

Par liaison thloether entre deux proteines, on entend une liaison du type : 

25 



0 




dans laquelle 

Z, Y et E sont tels que definls ce-dessous. 

D'une facon preferentielle, la presente invention conceme une immunotoxine de formule statistique : 

40 P'-W'-A'(II) 
dans laquelle 

P' et A' sont tels que deffnis ci-dessus et W represente une structure covalente choisle parml : 
(a) un groupement de formule : 
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(b) un groupement de formule : 

60 



2 



BNSDOCID: <EP 02S5424A1 t > 



BNS Daaf 



f, *' ; ' ' 



0 255 424 




-Z-Y-E-N U S - CE . . Y «-Z' ) n - 



r5 



20 



(c) un groupement de formule : 
-Z'-Y'-E'-S-S-(E-Y-Z) n - 

(d) un groupement de formule : 
-S-S-(E-Y-Z) n - 
ou 

- Z et Z' identlques ou drfferents repr6sentent les fonctlons propres des protelnes.A et P, cholsies parml 
I'atome d'oxygene provenant.de I'hydroxyie de i'un des res id us de tyrosine ; le groupe carbonyie provenant de 
I'un des carboxyles termlnaux ou des carboxyles Itbres des acldes aspartiques et/pu gjutamlques de A et de P 
; !e groupe provenant de la structure dlaldehydlque obtenue apres oxydatton de la structure gluofdlque de Pou 
le cas echeant de la proteJne A par Paclde perlodlque ; et le groupe -NH- provenant de Tune des amines 
terminaies de A et de P ou de Tune des amines en position epsllon de I'un des. residue de lysine ; : . "■ 

- Y et Y' representent des groupes engages dans une liaison covalente avec I'une quelconque des fonctlons 2 

et Z' des proteines A et P ; . ^ 

- E et E' representent des structures d'especement Inertes ; 

- n represents zero ou 1. 

Les immunotoxines de la presente Invention sont representees par les formules (!) et (II) cl-dessus en forme 
simplifiee, mals il est entendu qu'il peut y avoir plusleurs structures W ou W fless a une" m§me molecule do P 
et/ou de A, et done plusleurs A lies a un seu) P et reclproquemeht ; le nombre de ponts dependant clu 30 
procede de couplage et du nombre de fonctlons propres de P et de A« Afnsl, les formules etatistiques I et II 
representent aussi ces prodults et leurs melanges, qui repondent a la formule P' (W'-AOm, dans laquelle m est . 
un nombre entier ou fractlonnalre, Inf6rieur ou superieur a 1. 

Par example, si une Immunotoxlne est form6e par couplage de la trlchosanthtne ou de la trichoklrine avec 
I'anticorps P (par exemple I'anticorps T101) par rintermedlalre d'une structure covalente blvalente ayant un 36 
groupe dfsulfure dont un soufre est celul d'une cyst6lne de la trlchosanthlne ou de la trtchokfrihe et I'autre est 
lie aux oxygenes phenoliques des tyrosines de I'anticorps.P par un groupe oxopropylique, etle aura la formule . 
statlstlque : ' 
P'(0-CO-CH2-CH 2 -S-S-A')t 
dans laquelle 

t represents le nombre des tyrosines de I'anticorps (par exemple de I'anticorps T101) Intervenues dans le 
couplage. . 

L'immunotoxlne alnsl obtenue correspond a un prodult de formule (H), od : 

- 9* est tel que deflnl cl-dessus, notamment le radical de I'anticorps T101 prtve de t fonctlons phenoliques de 
ses tyrosines ; 

- A' est tel que deflnl cl-dessus, notamment le radical de la trlchosanthlne ou de la trichoklrine prtvee de la 
fonctton thiol d'une de ses cysteines ; 

- W est le groupement (c) : -Z'-Y'-E'^S-S-(E-Y-Z) n - ou Z' est l'oxyg6ne des hydroxyles phenoliques Intervenus 
dans le couplage, Y est -CO-, £ est la structure d'espacement Inerte -CH2-CH2- et n est zero. 

Particullerement preferees sont les Immunotoxines formees par une ou plusleurs structures contenanrt la 
trlchosanthlne ou ta trichoklrine et un anticorps P, representees par la formule statlstlque : 
PW-AOm (HI) \ . , 

dans laquelle , 
P', W et A' sont tels que definis cl-dessus et m represente le nombre de fbnetfons propres de la proteins P 
Intervenues dans le couplage. Le nombre m varle de 0,3 a 12, de preference de <X$ a 10, 55 

L'expresslon "m varie de 0,3 a 12, de preference de 0,5 a 10" stgntfte que la valeuV cfe rri est statlstlque car 
dans la popu lation des molecules d'antlcorps, le couplage ne se prodult pas d'une facort homogefte; Le 
nombre m peut done ne pas Stre entier. 

La valeur de m depend notamment des anticorps utilises, plus partfculleremeht de leur polds rhoieculaire. 

Alnsl, si comme anticorps P de d6part on utllls un fragment Fab pu Fab', la yaleur de m pourra verier erttre 00 
0 t 3eterivir n2;sil' nutllls un fragment F(ab') 2, m pourra varierentre 0,5 etsVrvtron 4 ; pour un 6ntlc6rps du 
type IgG, la valeur de m sera entre 0,5 et 6 ;"enfln, pour un anticorps IgM, la valeur de m pourra verier entre 1 et 
12. . . ■ 

- II est dependant preferable que le degre de substitution sur I'anticorps P soft tel qu'il-condulse a une valeur 

de m non Inferieure a 0,5 et non superleure a 10. 06 
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Plus generalement, ,es structures (., et 0Q cW ssus patent des formules stages edtes do 
fa(?on simplifies, comma II a 6te speclflfi ^™ 8 ™- cWessousson tegalementstatistlque8-lor8q U e.«Bcas 

D'une facon analogue. les formules (IV). (V) f» 7>^^ U ^d B a p 0 p U , a tions de protelnes P1 et P2 qui 
echeant. n est 1 - oar les reactlfs de couplage sont ^oompte cWeseus p P our ranticorps P. que 

M dB ™ osanthes wri 

Les Immunotoxlnes de formule statlstique 
P« (NH-C0-CH 2 CH 2 -S-S-(jH-C0-NH-TK') n 



(Ilia) 



CH 2 CO0H 



16 amine, et les Immunotoxlnes de ^J™^* ^^J*" 8 
P»(NH^CO-CH2CH2-S-S-CH2CH 2 -CO-0-TK")n. (Mb) 

T« mTo^tels que definis C-dessus el TK" est ,e radical de la tncho.dr.ne telle quelle, privee de fonctlons 
«, hydroxyle phenqllque, 

sont partlcullerement actives. i mmf ,« nn rnneame un precede pour la preparation d'une 

Selon un autre de ses aspects la J^ 8 * 8 ^* 0 " «n c^u'on fatt^teglr en solution aqueuse et a la 

Immunotoxlne ayant la structure (I) cl-dessus ;.cara^ris« >en ce qu or n , ne ou ta trichoWrine 

temperature amblante une protein? PI. ' qu est ^^^^^^o^ungroupB^bre 
25 ever^ellementmodlflees.soltun^ d'espacement. aveo une 

Z^^^^^^^EBkZ^t^ * preparation 

P1'-(Z-Y-E)n-SH (IV) 

avec une proteine de formule statlstique . 

™X?ett E' sort tels que definis cl-dessus et Q represente un groupe. 
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s r 0 nsr ^ * ~ ,es fonot,ons th, °' d - dessus 

ou A natives, ou bien lis y sont '"^uits arWIdell jjjj^ des . boIes m]B&3 pour designer les 
Pour des ralsons de clarte. on precise cl-aprSs ' » ^ on our y d6slgn er les dtfferents symboles. 

proteines cl-dessus ou leurs radlc r ^* et a ^ ? ps ou fragment d'antlcorps ou tout 

Le symbole P represente un p «*J^^^u to* e molecule derivant des precedentes par 

5ssst^wff4Wr» ^ttsrsj set i-s 
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cellules cancereuses. 

Le symbol© A represent* une proteine qui est la trichosanthine ou la trichokirine telle qu'ell peut etre 
directement obtenue a partir de Trichosanthes klrllowfl ou toute molecule deHvant de ces proteines par 
modification arttflclelle de tout groupement fonctionnel porte par ces mdmes prbt6ftles sous reserve que la 
proline alnsl cholsle pr6sente encore la propriety d'Inhlber la synthese. prot6lque rlbbsomaJe das cellules 
eucaryotes, telle que Ton peut la mettre en Evidence dans un models d'etude acellulaffe. 1 

Le symbols P* represente un radical derive de la proteine P ci-dessus, telle quelle oU chtmiquement 
convenablement modifies, prtvee d'une ou plusieurs fonctions propres el dont d* autres groupes fonctlorineJs 
sont eventuellement bloques. 

Le symbole A' represente un radical derive de la proteine A ci-dessus, telle quelle ou chlmlquement 
convenablement modlflee, prtvee d'une ou plusieurs fonctlons propres et dont d'autres groupes fonctionnels 
sont 6ventuellement bloques. m 

Le symbole P1 represente une des proteines A et P telles que definies ci-dessus qui porta des fonctions 
thiol libres, attachees a ladlte proteine directement ou par I'intermedlalre d'une structure d^espacement 

Le symbole P2, different de P1 , represente une des prot6Ines A et P telles que deflnles ci-dessus, qui potte 
un ou plusieurs groupements fonctlohnels capables de reaglr avec lea thiols libres. * 

Le symbole P1' represente le radical de la proteine P1 qui porta les fonctlons propres de la proteine P1 
notamment les fonctions SH (de la cysteine), NH2 (terminal de la proline ou dans & position epsllon des 
lysines), OH (des tyrosines), CO OH (des acldes aspartiques et glutamlques) ou le radical de la proteine PI, 
provenant de I'ouverture des structures glucldlques par action de I'acide perlodlque lorsque P1 deslgne un 
antfcorps ou fragment d'antlcorps, ou le cas echeant la proteine A. 

Le symbole P2' represente le radical de la proteine P2 qui porte les groupes fonctionnels caractertstlques 
NH2 (terminal de la proteine ou dans la position epsllon des lysines), OH (des tyrosines), COO H (des acldes 
aspartiques et glutamlques). 

Par exemple, P1'-SH represente la proteine P1 (qui peut §tre Indifferemment Pantlcorps ou fragment, 
d'antlcorps P ou la trichosanthine ou trichokirine) dans laquelle les groupes SH des cysteines sont libres et les 
autres groupes fonctionnels sont eventuellement bloques. 

De la meme facon, P1 '-CO- represente la proteine P1 , dans laquelle son groupe carboxyllque terminal ou les 
groupes carboxyllques de ses acldes glutamlques et aspartiques sont couples avec un groupement qui 
apporte un groupe SH introdult artfficiellement. 

Encore, P2'-NH- represente la proteine P2 (qui peut dtre indifferemment I'anticprps ou fragment d'antlcorps 
P ou ia trichosanthine ou trichokirine) dans laquelle son groupe amino terminal ou lea groups* amino de ses 
lysines sont attaches a un groupement susceptible de couplage avec le thiol, de la proteine PI* 

Le terme 'structure d'espacement inerte" tel qu'utillse Jcl pour E et E' deslgne un radical qrganlque bivalent 
inerte vls-a-vls des reactrfs utilises dans fe precede, tel qu'un groupe alkyiene a chatne droite ou ramffiee 
contenant de 1 a 15 atomes de carbone, qui peut contenlr une ou plusieurs doubles ilalsons'bu qui peut elre 
Interrompu par des atomes d'oxygene ou qui peut etre substltue par tin ou plusieurs jgrtxipes foncttonneis : 
Inertes, tels que des groupes methoxy, des groupes carboxytes libres ou estertfles, des groupes dlaikytamfpo/ 
des groupes carbamates. Le meme terme deslgne egaJement un groupe arylene contenant de 6 4 15 atonies 
de carbone qui peut etre substltue par un ou plusieurs groupes fonctionnels inertes cornme tndlque ci-dessus 
pour le groupe alkyiene. 

L'expresslon "groupe fonctionnel capable de se Her d'une facon covalente* telle qu'utliisee lei pour Y et Y' 
deslgne tous les groupes susceptibles de r6aglr avec les fonctions propres des proteines P1 et P2 pour 
donner une liaison covalente. Alnsl, par exemple, les groupes -CO- sont des groupes fonctionnels 
convenables susceptibles de se Her aux amines libres, aux thiols et aux hydroxyies phenoUques des proteines. 
De meme, le groupe -NH- est un groupe fonctionnel convenable susceptible de se Her aux groupes 
carboxyllques libres des proteines. Le groupe «■ N- est un groupe fonctionnel convenable, susceptible de se 
Her aux deux atomes de carbone des structures gtucldiques des proteines P1 et P2 apres oxydation avecjes 
ions periodate lorsque P1 ou P2 represente un antlcorps ou fragment d'antlcorps ou, to. cas echeant, Ia 
proteine A. 

L'expresslon "fonction propre des proteines", telle qu'utliisee iol pour ?, et T d6slgne les radlcaux 
provenant des groupes caracteristlques des acldes amines formant les proteines Pt et P2, telles que I'atome 
d'oxygene provenant des hydroxyies des acldes amines tyrosine et evehtueHemant serine, le groupe 
carbonyle provenant du carboxyle terminal ou des carboxyles libres des acldes aspartame et giutamlque, le 
groupe -NH- provenant de Famine terminals des proteines ou des lysines, I'atome ^e soufra provenant du thiol 
de la cysteine. La meme expression designs egalement le groupe provenant de 1 la stmotUF© dialdehydlcjue 
obtenue apres oxydation d'une des structures glucldlques des proteines P1 ou P2 par traJtement avec fes tons 
periodate lorsque P1 ou P2 represente un anticorps qu fragment d'antlcorps, og le cas„ech§ant la proteine A. 

Le terme "radical activateur", tel qu'utillse Icl pour X, deslgne un groupement He 6 un from -S-S- capabfede 
reaglr avec un thiol libre pour former un dlsutfur avec liberation de X-SH. Des . radlcaux actlvateurs 
convenables sont les groupes pyridyl-2 et pyridyH, non substitu^s ou substitues par un ou des halogen es, ou 
des radlcaux alkyle, carboxyle, aJcoxycarbonyle ; le groupe phenyle non substltg^ ou, de pr6ferenbei 
substltue par un ou des halogenes ou des groupes nltro, alcoxy, carboxyle ou aJcoxycarbonyle ; ou un groups 
aJcoxycarbonyle tel que methoxycarbonyle. 

Les termes "alkyle" et "alcoxy" designent des groupes contenant Jusqu'a 5 atomes de carbone. 
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La terme 'alkyfene* deslgne des groupements alfphatiques satures, a halne drotte ou ramlfiee contenant 
Jusqu'a 10 atomes de carfoone pouvant etra substltues par un ou plusleurs groupes fonctionnels Inertes tels 
que les groupes alcoxycarbonyle. 
La trichosanthine est une protelne Inactivant les ribosomes (RIP), extraite des raclnes de Trichosanthes 
5 Wriiown decrite dans Nature 195 (1,2), 321 (1986). Par extraction des gralnes de Trichosanthes ktrflowfi, on 
obtlent une nouvelle RIP exceptlonnellement pulssante, differente de la triahosanthine. Cette nouvelle RIP, 
nommee •trichokirine", a les caracteristlques sulvantes : 

- Glycoproteins ayant un polds moieculalre 28 000 ± 3 000. determine par electrophorese sur gel de 
polyacrylamlde en presence de SDS (sodium dodecyl sulfate), 

10 - de point isoelectrique £ 9 

- de contenu en sucres neutres : 1,1 a 1,5 Wo en polds dont 0,3 a 1,2 0/0 de mannose, 

- de composition en acldes amines : nombre de residus par mole de protelne ± 20% : 

Lys : 17,3 ; His : 1,1 ; Arg : 6,7 ; Asx :22,8 ;Thr : 18,9 ; Ser : 23,5 ; Glx : 21,6 ; Pro : 8,0 ; Gly : 16,0 ; Ala : 21.1 ; 
1/2 Cys : 1,9 ; 

IS Val : 12,5 ; Met : 3,05 ; He ; 15,8 ; Leu : 24,3 ; Tyr : 12,1 ; Phe : 10,1 ; Trp : n.d.. 
tel que Asx est l'ensemble des residus d*acfde aspartique et d*asparagfne 
Glx est l'ensemble des residus d'aclde glutamfque et de glutamlne 

1/2 Cys est le resldu de cysteine de la protelne native sous la forme d'aclde cysteique determine lore de 
Tanaryse, 
SO et n.d. est non determine. 

- de sequence amino-termlhale : 

1 10 
25 Asp-Va L-Ser-Phe-Ser-Leu-Ser-Gty^-GLy-GLy- 

16 

Th i — A L a-S e r-Ty r- G I u-Ly s 

30 

La composition en acides amines est determines par chauffage a 105°C pendant 24 heures sous azote en 
presence d'aclde chlorhydrlque 6 N, phenol a 1 P/o et 2-mercapto6thanol a 1 °/o. Les acldes amines sont 
derives par le phenyllsothlocyanate (PITC) en milieu alcailn. Les phenytthlohydantolnes (PTH) aJnsi obtenues 
sont analysees par HPLC sur phase Inverse. La cysteine a ete determlnee apres oxydatlon de la protelne avec 

35 Tacide performlque (J. Biol. Chem. 238, 235-237 (1963)). 

La sequence amlno-terrhinale est determlnee avec un microsequenceur commercialise par Applied 
Biosynthesis, a partir de 5 nmoies de protelne solublilsees dans une solution d'aclde acetique a 1 0 OA). Les PTH 
des aminoacides sont analysees par HPLC sur phase Inverse. 

La trichokirine est obtenue par un procede caracterise en ce que Ton extrait des graines broyees de 

40 trichosanthes kirilowil avec de I'eau en presence d'un tampon a pH 6,5-7,5, on etimine le mat6riau Insoluble, on 
fractionne Textraft brut par chromatbgraphle sur une resine echangeuse d'lons faiblement acfde, en eluant 
avec une solution tampon contenant du chlorure de sodium a un pH de 7,2-7,7 et on (sole la fraction contenant 
la protelne tnhibttrice et la purffie. 
Par exemple, les graines de T. WrilowH, de preference apres decorticage, sont broyees et extraltes avec de 

45 I'eau contenant un electrolyte, par exemple du chlorure de sodium, et un tampon, par exemple un tampon 
phosphate, a un pH voistn de la neutralite. Les matieres Insolubles sont elfmlnees par exemple par 
centrifugatlon et les substances de bas poids moieculalre sont eliminees de la solution par dialyse par 
exemple contra du tampon phosphate. L'extrait dialyse est aiors soumis a un fractlonnement, par exemple par 
chrbmatographle sur line resine echangeuse d'lons faiblement acide telle que la carboxymethylceliulose. 

60 L'elution peut §tre effectuee en utllisant un gradient linealre de concentration par exemple une solution 
aqueuse de 0 a 0,3 M de chlorure de sodium. NprmaJemeht, 4 pics principaux sont elues et le pfc IV elue par 
une concentration en chlorure de sodium de 9,03 a 0,11 M contlent la plus grande partie de la trichoklrine. 

La purification de la trichoklrine peut Stre effectuee par filtration sur gel par exemple sur une colonne de 
Sephadex (marque deposee). 

55 La trichokirine peut §tre oouplee aux anticorps ou fragments d'antlcorps par rintenmediaire d'un agent de 
couplage approprie selon le procede decrit cl-dessus. 

La trichoklrine inhlbe les syntheses proteiques dans un lysat de reticulocytes avec une DIso de 1,5-4 
nano.g/ml. Sur les cellules intactes, I'effet est de loin fnferieur, avec une DIso qui peut varier de 7 a plus de 100 
mlcro.g/ml, selon la cellule examinee. 

60 Le tableau 1 montre I'effet de la trichokirine sur dlverses cellules, notamment la DIso (micro.g/ml et en 
M.10- 7 ) de l'lnhlbitlon de la synthase protelque ; cell -c! a ete determines en appllquant la methode decrite 
dans J. Biol. Chem. 259, 9359-9354 (1984). 

65 
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• TABLEAU 1 



Cellule 



DI 



5 g micro. g /ml : M.IO ; 



-7 



Fibroblastes humains 
Cellules T6 
Cellules NB 100 
(neuroblastoma) 
Cellules JAR 
(choriocarcinoma) 
Cellules HeLa 
M 4039 (melanoma) 



3,9 
7.5 
10,3 

16,3 

45,0 
9,9 



1,3 

2,5- 

3,4 

5,4 

15,0 
.3,3 



10 



16 



20 



25- 



La preparation d'antlcorps monoclonauxdiriges contre des cellules cancereuses humalnes a ete largement 
mentlonnee dans la lltterature sclentlfique et beaucoup do ces anticorps sont rnalnteriant dlsponibles 
commerclalement : so 

Le couplage chlmlque entre la trlchosanthtne ou la trichoklrine et Pantlcorps (ou fragment d'antlcorps) peut 
etre realise selon le procede de la presents Invention par des modes Operatolres qui :" 

- preservent les actMtes blologlques respecttves des deux composants du 'conjugue : t'onticonis et la 
trlchosanthlne ou la trichoklrine, L ' 

- assurent au procede una reproductibllite satistalsante et un bon rendement de couplage, '35 

- permettent de maftriser la valeur du rapport toxlne/antlcorps dans le corrjuglle obfenu, * 1 

- condulsent a un prodult stable et soluble dans I'eau. ' " - 

Parrni les modes operatolres repondant & ces caracteristlques, It faut privllegter deux 1 qui mettent en oeuvre 
une ou plusleurs fonctlons thiol pour 1'etabllssement de la liaison errtre les 2 protelnes. En effet, ces fonctions 
. thiol se preterit particullerement blen a Petabllssement, sort de liaisons dteuifure, Wott de liaisons thioether qui 40 
satisfont les unes comme les autres aux conditions generates ci-dessus. Ces mddes operatolres sont decrlts 
dans le brevet US 4 340 535 et le brevet EP 169 111. \ * ' ' 

D'urie facon generate, pour la bonne corrdulte des reactions de couplage eritre prbterhes et en vue 
cfellmlner notamment les reticulations anarchlques, n importe que I'lihe des protelnes & coupler et elle settle 
porte la ou les fonctlons thiol a mettre en oeuvre, alors que I'autre proteine et elle seule porta une ou plusleurs 45 
fonctlons susceptibles de reaglr avec les thiols en mHleu aqueux de pH comprfs entre 5 et 9 et a une- 
temperature ne depassant pas 30° C, pour foumlr une liaison covalente stable et deUhle. * • 

Les caracteristlques des protelnes P1 et P2 utillaees comme produrts de depart sont Htustrees en detail 
cl-apres. La structure d'espacement E peut etre remplacee par les structures prefSrentielles R a R8 qui ne 
sont donnees qu'a tltre d'exemple. ... 60 

CAS DE LA PROTEINE P1 

Cette proteine etant dans tous les cas cells qui porte la ou les fonctions thiol qui parttelperont au couplage, 
la situation se presehte de facon diverse selon la nature de cette proteine P1. * 

A) La proteine P1 porte naturellement un ou plusleurs radicaux thiol utllisables pour perinettre le couplage a la 55 
proteins P2 ; c'est notamment le cas si la proteine Pt est le fragment d'antlcorps connu sous la denomination 

de F(ab'), tel qu'H est ciasslquement'obtenu par proteoiyse llmftee de I'antlcorps en presence de pepsfne, 
sulvle d'une reduction du (ou des) ponts dlsurfure entre chalnes lourdes. . 

C'est egalement le cas si la proteine P1 est la trlchosanthlne ou la trichoklrine ou un derive de I'une de ces 
toxlnes ou Tun au molns des groupements thiol portes par les resldus cysteine de la toxlne native est Hbre et . G& 
accessible au couplage chlmique. 

Dans tous les cas, la proteine PI port use d son (ou de ses) groupement(s) thiol naturel(s) peut Stre 
utiilsee dans cet etat p ur I'etape de c uplage. 

B) La proteine P1 ne porte pas naturellement de radicaux thiol utlllsables pour perm ttre le couplage a la 
proteine P2 : 65 
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- 'est notammerrt le cas si la protelne P1 est una Immunoglobulin native, un anticorps entler ou un fragment 
d'antl orps et notamment Tun des fragments couramment denommes F(ab)'2 ou F(ab) ; 

- un autre cas ou la protelne P1 ne porte pas naturellement de fonctton thiol utliisable pour le couplage est 
celul ou cette protelne P1 est la trichosanthlne ou la trichoklrine ou chacun des resldus de cysteine est soit 

5 bloqu6 par alkylation, soit Inaccessible a la modification chlmique. 

Dans tous les cas, II conviendra alors d'lntroduire artlficleHement sur de telles molecules une ou plusleurs 
fonctlons thiol aptes a permettre le couplage. 
Trols types de reactions peuvent etre utilises de preference pour ('introduction de fonctions thior : 

1 - Le premier type de reaction est Taction de I'anhydride S-acetyimercaptosucdnlque qui est capable 
10 d'acyler des fonctions aminees de la protelne. On pourra ensulte llberer les fonctions thiol par elimination du 

radical acetyl protecteur, par action de I'hydroxylamlne, ainsi que ceia a ete decrit (Archives of Biochemistry 
and Biophysics, 119, 41-49, (1967)). On pourra meme, dans le cas ou la (ou les) fonctlon(s) thiol ainsi 
Introduite(s) sous forme protegee dolvent reaglr ulterieurement avec un radical disuffure mlxte active, se 
dispenser de la deprotectlon preaiable par I'hydroxylamlne ; en effet, la reaction de formation de la liaison 
1$ dlsulfure utilisant les reactffs, objets de la presents Invention, se produit aussi blen avec le radical S-acetyl 
qu'avec le thiol Ifbre. 

D'autres m6thodes decrites dans la literature scfenttfique peuvent aussi etre utillsees pour Plntroductton de 
fonctions thiol sur la protelne a modifier. 
Une protelne P1 modifiee particullerement avantageuse est une S-acetylmercaptosuccInoyl-trlchokirine 
20 obtenue par traltement de la trichoklrine avec I'anhydride S-acetylmercaptosucclnique, ainsi que le derive 
mercaptosuccinoyle correspondant prepare par action de I'hydroxylamlne sur le derive S-acetyle. 
Cette trichoklrine modifiee peut §tre representee par la formula : 

TK° - (CO - CH - S - Q) p 
CH 2 C00H 

dans laquelie 

TK° represente le radical de la trichoklrine, Q represente I'hydrogene ou le groupe acetyle et p peut varier 
entre 0,2 et 3, de preference entre 0,4 et 1. 

2 - Le deuxleme type de reaction consists a falre reaglr ta protelne par ses groupements carboxyllques avec 
une molecule diamines symetrique presentant un pont disulfure, de formule : 
H2N-R1-S-S-R1-NH2 
dans laquelie 

Ri est un groupe aiiphatique comportant de 2 a 5 atomes de carbone. 

La reaction se fart de preference avec la cystamlne [Ri -> -(CH 2 )2-] en presence d'un agent de couplage, tel 
qu'un carbodllmide et notamment un derive soluble dans t'eau comma l'ethyi-1 (dimethyIamino-3 propyl)-3 
carbodilmlde, et conduit a la formation, selon les stoechlometrtes mises en oeuvre, de Tun des derives 
sulvants ou du melange des deux : 
PI'-CO-NH-Ri-S-S-Ri-NH 2 (la) 
PV-CO-NH-Ri-S-S-Ri-NH-CO-PV (lb). 

Un tei pfoduit de reaction peut §tre alors utilise de deux manieres : 
a) Si dans les formules la et lb, le radical PI', est le radical de la protelne P1 qui est la trichosanthlne ou la 
trichoklrine ou I'un de leurs derives, le milieu reactionnel obtenu est soumls sans fractionnement a I'actlon 
d'un reducteur, tel que le mercaptb-2 ethanol, ce qui conduit a I'obtentlon d'un derive proteique unique de 
formule generale : 
PV-CONH-Ri-SH 

Le produit ainsi obtenu est alors purffie par diatyse ou filtration sur gel. 

b) SI dans les formules la et lb, le radical P1' est le radical de la prot6ine P1 constituee par un anticorps ou 
I'un de ses fragments; le milieu reactionnel obtenu sera utilise tel quel pour le couplage en utilisant alors une 
methode d'echange thto/disulfure, par exemple celle decrite par Qilliland et Collier (Cancer Research, 40, 
3564, (1980)). 

3- Le trotsleme type de reaction consiste a utiliser des motifs glucidlques naturellement presents sur les 
anticorps pour fixer le radical porteur du thiol que I'oh se propose d'introdulre. La protelne est alors soumise 
a une oxydatipn par les Ions periodate afin de falre apparattre des fonctions aldehyde sur les motifs 
glucidlques. La reaction est arretee par addition d'un reactlf qui consomme le periodate restant, par exemple 
un exces d'ethyleneglycol et ies sous-prod ults sont elimlnes par dialyse ou tout autre traltement approprie. Le 
produit obtenu est trait6 par une molecule diaminee symetrique presentant un pont dlsulfure, de formule 
generale 

H2N-R1-S-S-R1-NH2 
dans laquelie 

Ri est un groups aiiphatique comportant de 2 a 5 atom s de carbone. Les pr dults d'addrUon formes sont 
alors redults en amines secondaires ou tertialres par action d'un hydrure m&tallique convenable, notamment le 
borohydrure de sodium. La reaction se fait de preference avec la cystamine [Ri«-tCH 2 )2-] et conduit a la 
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formation, selon les stoechiom6trtes mises en euvre de I'un des derives sutvants ou du melange dee deux : 



P1 



OH 



\ch/ 



N-R 1 -S-S-R 1 ~NH 2 



OH . 



Ha 



10 



OH 
t 



PI' 



/ c "\ 



OH 

f 



N-^-S-S-R^-N 



/ CH \ 



CH' 
OH 



-,-N PV 

1 .\ r y. 



OH 



T5 



lib 



20 



Le milieu reactionnel pourra alors etre tralt6 exactement. comme Indique ci-dessus pour les produtts 
caracterises par les structures la ou.lb, oO P1' represente un arrticorps ou fragment cfantlcbrps. 

Dans les deux demters types de reaction dlntroductlon artmclelle de groupemerrts thiols decrtts cMessus 
(ceux utlllsant un reactlf disutfure dlamln6 symetrique), II est preferable que la protelne P1 mlse en oeuvre ne 30 

* possede pas de groupes SH Hbres. 

Dans le cas des anticorps ou fragments d'anticorps et plus generaJement de toutes'les substances du 
premier groupe tel que d6flnl precedemment qui ne possedent pas de groupemerrts SH naturellement llbres, I) 
.% conviendra de proceder a une m6thylatlon reductive, par exemple selon la methode de MEANS at FEENEY : 

on peut ainsi habituellement Introduce plusleurs dtzalnes de radlcaux methyle par mole d'antlcorps sani 36 
modifier sa capacity a reconnaltre selectlverrient un antlgene a la surface des cellules porteuses de cet 
antigene. - - , . ' , . 

CAS DE LA PROTEINE P2 

Cette protelne est dans tous les cas celle qui porte un ou plusleurs groupements fdnctionnels capables de 40 
reagir avec les thiols de la prot6fne P1 pour former une liaison soft dlsulfure, soft thioetrier. Ces groupements 
fonctionnels, toujours artiflcleUement Introdults sur la protelne P2, different seion que I'on oherche a obtenir 
un couplage par liaison dlsulfure ou par liaison thlo6ther et sont choisis comme Indiques cl-apres. 

A) Cas de la liaison dlsulfure 46 

La preparation du conjugu6 peut alors etre representee par le schema : 
PV-(Z-Y-E)„-SH + P^-Z'-Y'-E'-S-S-X — 
P1'-(Z-Y-E) n -S-S-E'-Y'-Z'-P2' + X-SH 

La protelne P2f substituee par un atome de soufre active est obtenue a partir de ta protelne P2 elle-meme ou 
de la protelne P2 correctement protegee, par substitution a I'aide d'un reactlf lui-meme porteur d'un atome de 60 
K soufre active selon le schema : - . .. 

P2 + L-Y'-R-S-S-X -* P2'-Z'-Y'-R-S-S-X 
dans lequel : 

- P2 designs la protelne a substituer ; 

- L-Y' represente une fonctlon permettant la fixation covalente .du reactlf sur ta protelne. * 66 
Le groupement fonctionner L-Y' est une fonction capable de sa Her de facon covaJente avec I'qne 

quelconque des fonctlons portees par les chalnes laterales des aminoacldes constltutifs de la protelne a 
substituer. Parml celles-cl, on retiendra partlcullerement :. 

. a) les fonctlons aminees terminales des chalnes peptidlques ou les fonctions aminees laterales des 
radlcaux lysyle contenus dans la protelne. . «0 

Dans ce cas, L-Y' pourra notamment representor : 

- un groupe carboxyiique qui p urra se lier aux f notions aminees de la protelne en presence d'un agent de 
coupiag t I qu f un carbodllmlde et notamm n't un derive soluble dans I'eau comme I'etrfyM (dimethylamino-3 

- propyl)-3 carbodHmlde ; .J *• „ 

• • " un chlorure d'acide carboxyiique qui est susceptible de reagir dlrectement avec les f notions amine s pour 66 
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les aoyler ; , rfBrtho . ou Dara . n ltro-ou dlnltro-phenyle ou encore un ester de 

- un ster dtt "active- tel qu'un ester d or£o- ou p*a-. n ^ 6es ur Ies acyter ; . 

- un groupement Imldoester, 



10 




CL = 0R 2 , Y* = -CC=NH>-) 



15 oO Ra est un groupe alkyie, qui reaglt avec les groupes 



amines de la protelne P2 selon la reaction 



20 



25 



30 



35 



P2 , -NH 2 + 



40 



45 




H 
i 

N 



-> P2'-MH-C-R 3 + R 2 0H 



groupes phenol de la protelne selon la reaction : 



-> P2'-0C0-R 4 + [^3^ 



P2'0H + | Vc0-R 4 

ou le 1->mldazolyle est L, le groupe CO es^V et JJj^to*^ un radical thiol fibre. En 

Le radical -S-S-X designs un dlsulfure mbcte^ aotlvft cap aweae g M ftventuellemerrt 

paSculler. dans ce dlsulfure mbcte X on groupe 

sfS^tsa Ttt&^&rS®*^* — — repr6?enter m 9roupe 

captbtedeporterslmultanement^^^^ , es reacttfs utilises et les 

fesa^ss^ ^r R «°;n% u i P e - i - 

encore un groupe : 
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Re - CH - 

CH - 
l 

R 6 

dans lequel _ ... amnt da 1 a 8 atomes d e carbons et Ra deslgne un substltuant 

- NH-C -OR/ 

souvenl Us W ou une soMcm ?Ju » una concentration timta °oi»»nt atWn*. 20 % 
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dlmethylformamld ou du tetrahydrofuranne. 

La reaction st effectu*e a temperature amblante pendant un tempa variant da quelques minutes .a 
quelques heures. Apres quol, un dlalyse ou une filtration sur gel permet d'ellmlner les prbdutts de failble masse 
moleciilalre et, en particular, les exces de reacttfs. Ce precede permet d'irrtrodulre un nombre de 
groupements substituants par mole de protelne habftuellement compris entre 1 et 15. $ 

En utilisant de fels composes, le couplage avec la protelne P1 est realise par mtee en presence des deux 
proteines en solution aqueuse de pH compris entre 6 et 8, a une temperature ne depassant pas 30° C, pendant 
un temps variant de 1 heure a 24 heures. La solution aqueuse obtenue est evehtueftement dlafys6e pour 
eliminer les prodults de fafble masse moleculaire, puis le conjugue peut §tre purtfie par dlverses methodes 
connues. io 

B) Cas de la liaison thloether 

La preparation du conjugue consists alors a falre reaglr P1'-(Z-Y-E) n -SH avec la.protelne P2 sur laquetle 
aura prealablement ete Introdult un ou plusieurs radicaux maleimide. 

La reaction est alors representee par le schema sufvant cite comme exemple : . f6 



Pl'-CZ-Y-E) -SH + PZ^Z^CO-R.-N 
n o 



u 

h 

Y 



2D 




S-(E-Y-Z) -P1' 
n 



30 

-> P2'-Z-C0-R 8 -N^ 



35 

dans lequel : 

- Re represente une structure d'espacement, aiiphatique ou aromattque comportant de 1 a 15 atomes de 
carbone, Inerte vis-a-vis des reactifs utilises utterleurement ; 

- Z' represente des groupes variables selon le type de groupement fonctionnel de la protelne P2 intervenant 
dans le couplage. Alnsl, 7! « oxygdne dans le cas d'un ester sur le phenol d'un resldu tyrosyle ; 40 
Z' — NH dans le cas du couplage d'un groupement carboxyllque active sur un groupement amln6 de la 
protelne ; 

Z' == NH-CHa dans le cas de la reaction d'une chloromethytcetone sur un groupement amine de la protelne. 

La protelne P2 substitute parte ou les groupes maJ6im!de est obtenue a partfr de la protelne P2 eHe-meme 
ou de la protelne P2 correctement protegee, par substitution de fonctlons convenables de la proteins a I 'aide 45 
d'un reactif lul-meme porteur du groupement maleimide. 

Parml ces fonctlons convenables, on retlendra particuflerement : 
a) les fonctlons amlnees terminates des chaTnes peptidiques ou les fonctlons arnlnees iaterales des resldus 
lysyle contenus dans la protelne. Dans ce cas, le reactif porteur du radical maleimide pourra etre : 

- solt un reactif de formule generate : .50 



L-C0-R g -N 



h 



dans laquelle L-CO- represente : 

. solt un groupe carboxyllque, fa reaction etant alors effectuee apres activation de lafonction carboxyllque en 
presence d'un agent de couplage, tel qu'un carbodlimlde et notamment un derive soluble dans feau, tel que 
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r6thyl-1(dimethylarnino-3 propyO-3 arbodilmide, 

. soft un ster dit "active tel qu'un ester d'ortho- ou paranltro ou dinltrophenyl , ou encore un ester de 
N-hydroxysucclnlmlde qu! reaglt direct ment aveo !es fonctlons amlnees pour tes acyler. 
La preparation de tels reactifs est notamment decrtte dans Helvetica Chlmlca Acta 58, 531-541 (1975). 
5 D'autres r6acttfs de la meme classe sont commerclalement dispontbles. 
- solt un reactlf de formula generals : 



0 




0 



capable de reaglr avec les groupements amin6s de la protelne P2 selon le schema : 



20 

0 




b) les fonctlons phenol des radicaux tyrosyle contenus dans la proteins. Dans ce cas, !e reactlf porteur du 
radical maleimlde pourra etre un reactlf de formule generate : 




55 

reagissant avec les groupes phenol de la proteins selon la reaction : 
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| \-C0-R 8 -N^ J * P2 '° H 




P2'-0-C0-R Q -N I] + NH 



10 



15 



20 



La reaction des reactifs porteurs de malelmlde avec la proteins P2 est effectuee ert phase llqulde homogene 
!e plus souvent dans Peau ou une solution tampon. Lorsque la solubllfte des reacttfs I'exlge, II est possible 25 
d'ajouter au milieu reactlonne! uh solvant organlque misclble a Peau a une cdnc&ntrattoP* finale pouvant 
atteiridre 20 <W> en volume lorsqu'll s'aglt d'un aJcooi tertiafre tel que le butanol4ertlaire ou 10 <V6 en volume 
lorsqu'il s'agft du dlmethytformamide ou du tetrahydrofuranne. 

La reaction est effectuee a temperature amblante pendant un temps varfem de^ueiques minifies & 
quelques heures. Apres quo!, une diatyse ou une filtration sur gel permet d'elfmlner les prodults de faible 30 
masse moleculaire et, en partlculier, les exces de reactifs. Ce procede permet dTntroduire un nombre de 
groups ments substituants par mole de proteine habituellement oomprts errtre 1 et 15. 

En utlllsant de tels composes, le couplage avec la proteins P1 est realise par mise an presence des deux 
derives protelques en solution aqueuse de pH compris entre 6 et 8, a une temperature ne depassartt pas 30° C, 
pendant un temps variant de 1 heure a 24 heures. La solution obtenue est eventuetJement dfalysee pour 55 
elimtner les prodults de faible masse moleculaire, puis le conjugue peut etre p'urtfie par dfverses methodes 
connues. •'•'.*■• 

Parml les composes de la presents Invention, sent partlculierement oonvenables ceux de formUle (II) dans 
laquelle W represente un des groupements (a), (b), (c) et (d) d-dessus, ou E et E' represented un groupe 
-<CH2) P - I p etant un nombre entier de 2 a 7 ou un groupe : 40 



-CH- 

CH 2 C00H 46 

Alnsl, les d6riv6s de prot61ne partlculierement Interessants sont represents par la forrnule statlstique : 
P2"-0-CO-E-G (VI) 

dans laquelle : SO 

- P2" represente le radical d'une proteine choisle parml : 

. tout anttcorps ou fragment d'antlcorps ou toute Immunoglobulins ou fragment d* Immunoglobulins qu touts 
molecule derivant des preeddentes par modification artfflclelle de Tun quelconqwe de leurs groupements 
fonctionnels ; 

. la trichosanthine ou la tiichokirine ou toute molecule derivant desdites protelnes par modification artmclelle ss 
de Tun quelconque de leurs groupements fonctionnels ; 

ledit radical etant la proteine privee d'un ou plusieurs groupes hydroxyles phenoliques des tyrosines ; 

- Tatonrie d'oxygene est celul des groupes hydroxyles phenoliques manquant dans le radical P2" ; 

- E et G sont tels que deflnis ci-dessus. 

Partlculierement preferes sont les c mposes de forrnule (VI) dans laquelle E represente un groupe 60 
-(CH2)p-, ou p est un nombre entier de 2 a 7 ou un groupe : 
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-CH- 
I 

CHjCOOH 

5 

et Q est un groupement de staicture -S-S-X, ou X est un radical activateur choisl parmf les groupes 2-pyridyle 
et 4-pyridyle non substftues ou substltues par un ou des halogenes ou des radlcaux alkyle, carboxyle, 
alcoxycarbgnyle, le groupe phenyle non substltue ou substftu6 par un ou des halogenes ou des groupes nltro, 
10 alcoxy, carboxyle ou alcoxycarbonyle, ou un groupe alcoxycarbonyle. 

Les prodults de formula (VI) sont prepares en falsant reaglr un prodult de formula : P2"-OH, dans laquelle 
P2" est tet que definl ci-dessus et le groupe hydroxyle est Phydroxyle phenollque manquant dans les tyrosines 
du radical P2", avec un compose de formuie (VII) cl-dessous : 

15 

CO-E-G (VII) 



20 

a une temperature de 10 a 40°C dans un solvant aqueux contenant eventuellement un solvent organique 
mlscible a I'eau, tel que par exemple un solvant ethere comme ie dioxanne ou le tetrahydrofuranne. 

Les exemptes qui sutvent permettent de nrrieux comprendre invention sans en itmiter la portee. 

L'ariticorps monoclonal AT15E est dirige contra I'antigene Thy 1.2 des lymphocytes murins. Cet anticorps 
25 est cetui decrlt dans Journal of Immunology 122, 2491-8, (1979) et a 6te obtenu a partir de Phybrldome decrtt 
dans Hybridoma 1 (1), 13-17 (1981). 

Dans les examples, la trichokirine est designee par I'abreviation TK. 

EXEMPLE 1 : ISOLEMENT DE LA TRICHOKIRINE 

30 

A) Extrait brut 

Oes graines de Trichosanthes kiriiowii (1 ,2 kg) sont broyees dans un apparel I Ultraturrax avec 8 volumes de 
solution de chlorure de sodium 0,14 M contenant du tampon phosphate 5 mM, pH 7 ( 5. L'extractlon est 
poursulvie pendant une nuit k 4*C sous agitation magnetique. 

35 Apres elimination des residus grosslers, on procede a une centrifugation a 10 000 g a 0°C pendant 45 
minutes. Le surnageant est decante a froid pour ellminer les gralsses solldtfiees puis les proteines sont 
pr6cipltees par addition de sulfate d'ammonium jusqu'a saturation. Apres centrifugation comme Indique 
cl-dessus, le produit pnSciptte est remis en suspension dans 1 litre de solution aqueuse 0,14 M de chlorure de 
sodium contenant du tampon phosphate 5 mM, pH 7,5. Le produit non dlssous est eilmine par centrifugation 

40 dans les memes conditions que cl-dessus. Le surnageant est passe sur une colonne de Sephadex G 25 
coarse (95 cm x 10 cm) equilibree avec du tampon phosphate 5 mM, pH 7,0 a temperature ambiante et elue a la 
Vitesse de 3 l/heure. Le premier pic est coliecte. 

B) Chromatographle d'echange d'ions 

45 Les extraits combines de 2 operations (provenant a Torigine de 2,4 kg de graines) sont additlonnes de 
chlorure de sodium jusqu'a une concentration finale de 30 mM et passes sur une colonne (17,5 cm x 5 cm) de 
CM-Sepharose Fast Flow equilibree ayec du tampon phosphate 30 mM, pH 7,0. Le produit non fix6 est elue 
avec le meme tampon. La proteine iiee est eluee par un gradient contenant de 30 k 110 mM de chlorure de 
sodium dans le meme tampon phosphate (volume 20 litres). Des fractions de 400 ml sont collectees a la 

50 vltesse de 1,2 litres par heure. L'absorbance a 280 nm et la conducttvfte de I'eluat sont contrdlees. Les 
fractions montrant une activrte tnhibftiice de la synthese proteique sont reunies (3,6 1) et acidffiees a pH 5,8 par 
de i'acfde acetique. On passe la solution sur une colonne de S-Sepharose Fast Flow (6,6 cm x 5 cm) equilibree 
avec le tampon acetate de sodium 10 mM, pH 4,5. Apres lavage avec le meme tampon, la proteine fbcee est 
eluee par du tampon phosphate 20 mM, pH 7,5 contenant du chlorure de sodium 0,5 M. 

55 La fraction correspondant au pic contenant la proteine (200 ml) est recuelllie et dialysee contre 3 fols 50 I 
d'eau distillee puis lyophiiisee. On obtleht alnsl 380 mg de trichokirine. 

C) Filtration sur gel 

La trichokirine obtenue ci-dessus est dissoute dans 50 ml de solution de chlorure de sodium 0,14 M. On 
60 eilmine un insoluble par centrifugation a 20 000 g pendant 30 minutes. Le surnageant est passe sur une 
colonne d Sephadex G 50 coarse (95 cm x 5 cm) equilibr6e avec le tampon phosphate 5 mM, pH 7,0 a 4° C. On 
elue a la Vitesse de 60 ml/heure. La solution correspondant au pic contenant la proteine est c llectee, dialysee 
et lyophllisee comme indique ci-dessus. 

On obtient alnsi 267 mg de trichokirine purifiee. 

65 
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EXEMPLE 2 : S-ACETYI^ERCAPTOSUCCINOYL-TBICHOKIRINE ET 
MERCAPTOSUCCINOYL-TTJCHOKIRtNE 

A 5,8 mg de trichokirine (0.215 mlcromole) dtesoute dans 6 ml de tafnpori phosphate t2S mM, pH 7 (©bit 
0,973 mg/ml ( 0,036 mlcromole envlron/mlj sorit addltlonnes 100 mlcrolltres d'une 1 solution cTahhydrlde 
S-acetylmercaptosuccinique (SAMSA) a 10£ mg/ml (60,33 mlcrombles/ml) dans le; cllmfthylformamlde. 5 
L'Inoubation dure una heure puis le milieu reactlonnel est purtfie de Pexces de raactif par cKalyse contre du 
tampon phosphate 125 mM, pH 7. On obtlent ainsl 5,7 ml d'une solution de S j ad^rnerdapt6succlnpyl-trich^ 
klrtne a 0,948 mg/ml. Par action de rhydroxylamlne et selon la m6thode d'ELLMAN (Methods In Enzymology 
25, 467, (1972)), on obtlent la mercaptosuccinoyl-trichoklrlne contenant 0,7 groupes SH libines par mole de 
trichokirine (dosage spectrophotometrique). Examlnde par electrophorese en gradient de pofyacryfemlde, 10 
cette protelne modifies presents une seule bands de potds moleculaire volsln de 28" 065 ± 3 000 Tdentlque k 
celle de la protelne native. 

EXEMPLE 3 : CONJUGUE OBTENU PAR REACTION ENTRE L'ANTICORPS AT15E (ANTi-THY 1^) ET LA 
MERCAPTOSUCCINOYL-TRICHOKIRINE .16 

A) Preparation de I'anttcorps AT15E modlfle 

L'anticorps AT15E est un antlcorps monoclonal dirige contre Pantigene Thy 1.2 dee lymphocytes murlrts. 
Cet antlcorps est celu! qui est decrlt dans Journal of Immunology 122, 2491-8 (1979) et a ete obtenu a partfr de 
rhybridome decrit dans Hybrldoma 1(1); 13-17 (1981). so 

A 3,7 ml d'une solution d'antlcorps AT15E a 3,55 mg/ml (soft 0,087 mlcromole) dans un tampon borate 0,1 
M, pH 8,8 sont ajoutes 25 mlcrolttres d'une solution de N-succhiimldyl-3(pyddyt-2Kitsulfany1)-3 propionate a 
5,5 mg/ml dans Tethanol. 

L'lncubatton dure 30 minutes puis I'exces de reacttf est etlmlne par dlalyse contre du tampon phosphate 125 
mM, pH 7. Apres dlalyse, la solution proteJque est centrlfugee et Ton obtlent 3,3 ml d'une solution a 3,4 mg/rnl. 25 
Par dosage spectrophotometrique a 343 nm de la pyridine thione-2 Hberee* par eohange-avec le mercapto-2 
ethanol, on constate que Ton a obtenu un antlcorps portent 3,2 groupements disutfure mbcte active par mole 
d'antlcorps. 

B) Preparation de l'immunotoxlne (conjugue) SO 
A 1,9 ml de solution d'antlcorps active precedemment obtenue (soft 0.043 mlcromole), on ajoute 5 ml de la 

solution de trichokirine modifies precedemment obtenue (soft 0,183 mlcromole) et on Incube 20 heures a 
25° C en presence de 350 mlcrolttres d'une solution molaire de chlorhydrate d'hydroxylamlne. La solution est 
centrlfugee puis purtfiee par titration sur colonne de Sephadex G 200 avec meaure de la dansite optiquerde 
I'effiuent a 280 nm. Le regroupement des fractions contenant a la f ols l'anticorps et la TK conduit a 20 ml d'une 35 
solution d'immunotoxlne a 0,215 mg/ml (solt 4,3 mg). Cette solution contlent 0,045 mg/ml de trichoWrtne : 
modifies couplee a I'antfcorps. , - * - i „.£ . 

Le taux de couplage moyen dans cette preparation est de 1,5 TK par mole d'antteorps, .be conjugue ahsJ 
obtenu a la formule (Ilia) cl-dessus, dans laqiielle P' est le radical de l'anticorps ATY5E prtve de fonctlons . 
amine, et m est 1,5. y. - 40 

i - ■ : 

TEST D'ACTIVfTE DES IMMUNOTOXINES 

L'une des proprietes de la trichokirine est d'inhiber ta synthase des prbtelnes dans les cellules eucaryotes. 
Les tests realises sont done des tests d'fnhibitlon de la synthase proteJque.^ 

- soit sur un models acellulaire, 45 

- sort sur un modele ceilulaJre. ' \ 

A) Le modele acelfulaire , 
Le protocole In vitro utilise des fractions subcellulalres de fole de rat convenabfement oomplement6es et 

capables d'incorporer la 14C-phenylaianlne en presence d'un ARN messager artfflciel, Pactde pofyuridyllque. 50 

Le mode operatoire employe pour preparer les fractions subceQutafres et pour mesurer rincorporation de 
14C-phenyIaianlne est une adaptation de la methode decrlte dans Blochimica et Btophysica Acta 312, 608-615 
. (1973), mettant en oeuvre a la fpis une fraction microsomale et une fraction de cytos'oj •ctes.hepatocytes derat. 
L'echantillon contenant la trichokirine est Introdult sous la forme d'une solution convenabtement dilute dans 
un tampon tris-HCI 50 mM, pH 7,6 contenant du mercapto-2 ethanol a 0,2 o/o et de la serum albumins bovine' a 55 
15 mlcrogrammes/ml. A parttr des donnees de comptage, oh cateule par rapport a-un mfiieu temoin sarts 
inhiblteur le pourcentage d'lnhibltlon de rincorporation de HC-phenylalanine pour chaque railieu reactionrtsl. 

L'ensemble des valeurs obtenues permet de determiner la concentration de trichokirine (ou Ciso) qui inhlbe 
50 % de rincorporation de la 14C-phenylalanlne dans les conditions de I'essal. Pour ta trtohokfrfne native, on a 
afnsi determine que la Cleo sfcegale a 7,10- 11 M, tandls que celle de la trtchoWririe modifies est de 8 a 60 
10.10- 1 -i m le/Htre. La modification n'entraTne done pas de perte important d'acth/lte de ta trichokirine. 

B) Cytotoxiclte speclfique de rimmunotoxln a trichokirine sur modele ceilufelre 
L*activite-bioipgique de la trich klrine-est<l , inhlber4a synthese prot6lque ceHuteire de systemes euoaryotes. 

La technique utilise m t en oeuvre un m del celiulaire dans lequel on mesure I'effet des substances 65 
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etudlees sur ('incorporation de 14C-ieuclne dans 1 s cellules c^c6reusese^utture. Les cellules utillsees 
appartiennent a la Ilgnee cellulalre T2, issue d'une leucemle T de^utfsrqufexprlme I'antlgene d surface Thy 
1.2. Les cellules sont Incubees en presence de la substance a 6tudter a dffferentes concentrations puts, en fin 
d'incubatlon, on procede a Ja mesure du taux d'incorporation de 14C-leucIne par les cellules ainsl tralt6es. 

Cette mesure est effectuee seton una technique adaptee de la procedure decrite dans Journal of Biological 
Chemistry 249(H), 3557-3562. (1974), utllisant le traceur 14C-IeucIne pour ia determination du taux de synthase 
protelque. La determination de la radioactivtte incorporate est effectuee icl sur les cellules entleres Isolees par 
filtration. 

A partir de ces determinations, on peut tracer les courbes effets doses presentant en abscisse la 
concentration molalre en trichokirine des substances etudlees et en ordonnee I'incorporation de 14C-ieucine 
expiimee en pourcentage de I'incorporation des cellules t6mo!ns en ('absence de toute substance affectant la 
synthase proteique. 

On peut ainsl determiner pour chaque substance etudiee la concentration qui inhlbe 50 <Vb de I'incorporation 
de 14C-leucine ou "concentration Inhlbitrice 50" (Ctso). Le tableau 2 represents les valeurs de Clso obtenues 
dans la meme experience avec I'immunotoxlne a trichokirine d'une part, la trichokirine non couplee d'autre 
part. 

TABLEAU 2 



Prodults 


Concentration inhibitrice 50 


IT d trichokirine ; 


2 x 10~ 10 H 


Trichokirine : 


2 x 10~ 6 M 



On peut constater que ITT a trichokirine a une tres forte acttvlte cytotoxique qui est 10 OOOfois sup6rieure a 
cells de la trichokirine non couplee. 

EXEMPLE 4 : CONJUGUE OBTENU PAR REACTION ENTRE L'ANTICORPS AT15E (ANT1-THY1J2) ET LE 
(PYRIDYL-2 DlSULFANYL)-3 PROPIONATE DE TRICHOKIRINE 

A) Preparation de I'antlcorps modifie 

A 20,1 mg d*une solution d'anticorps AT15E a 4,02 mg/ml (soft 0,134 mlcromoles) sont ajoutes 50 
mlcrolttres d'une solution d'anhydrlde S-acetylmercaptosuccInique (SAMSA) a 35 mg/ml dans le 
dimethylformamlde. Le milieu reactionnel est incube 2 heures 30 a 10° C puis purifie de I'exces de reactif par 
diafyse contre du tampon phosphate 125 mM, pH 7. 

On obtient 4,5 ml d'une solution 4 3,7 mg/ml. 

A 4,5 ml de cette solution d'anticorps sont ajoutes 200 microlitres d'une solution de chlorhydrate 
d'hydroxylamlne 1 M. Apres une incubation de 2 heures a 25° C, le milieu reactionnel est purifie par dialyse de 
I'hydroxylamine contre du tampon phosphate 125 mM, pH 7. 

Par dosage spectrophotometrique des groupements SH liberes par la methode d'Eilmann, on constate que 
Ton a obtenu un IgQ portant 3,6 groupements SH par mole d'anticorps. 

B) Preparation du react If de couplage 

II s'agit de I'imidazollde derive de I'aclde (pyrldyI-2 d(sutfanyI)-3 proplonique dont la methode de preparation 
a deja et6 d6crite dans la demands de brevet europeenne n 0 169 111. 

215 mg d'acide (pyridyl-2 dlsutfanyl)-3 proplonique sont dlssous dans 0,5 ml de tetrahydrofuranne. A cette 
solution sont ajoutes 203 mg de CDI (carbonyl diimidazote). Le melange est aglte 15 mln a 25° C. On observe 
un degagement gazeux de C02. Le milieu reactionnel est utilise dlreotement et lmm6diatemerrt sans 
purification. 

C) Modification de la trichokirine 

A 5 mg de TK dans 5 ml de tampon phosphate 125 mM, pH 7 (soft 0,185 micr moles) sont ajoutes 18,5 
microlitres de la solution du reactif de couplage dans le THF. On laisse le melange Incuber 15 minutes a 25° C 
puis le milieu reactfonn I est purifie de I'exces de reactif par dialys contre du tampon ph sphate 125 mM, pH 
7. Aprfes.centrifugatidn {15 mln 15000 RPM),_ n obtient 4,4 ml d'une olution de TK modifiee a 0,94 mg/ml. 

Par dosage spectrophotometrique a 343 nm de la pyridine thione-2 liberee par echange avec le mercapto-2 
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ethanol, on constate que Ton a obtenu une TK portent 0,6 groupement aotlvateur par mole de TK. 

D) Preparation de rimmunotoxlne 

A 0,5 ml de la solution d'antlcorps precedemment obtenue (sort 0,012 mlcrornoles), on ejoute 1,8 ml de ta 
solution de TK (soit 0,063 mlcrornoles). On lafsse le melange Inouber 20 heures a 30° C. 6" 

Le milieu reactionnel est purtfie par passage sur une colonne ACA44, commerciaflsee par IBF-Rborie-Pou- 
lenc, et I'elutlon est suivie par mesure de la denstte optlque de reffluent a 280 nm. button est reallsee a Talde 
de tampon PBS (phosphate salln). On obtlent 6.6 ml d'une solution tffmmunotoxlna 0.148 mg/ml (soft 0,966 
mg). Cette solution contlent 0,22 mg/ml deTK modifiee. Le taux de couplage moyen de cette preparation est 
de une TK par mole d'antlcorps. Le conjugate ainsl obtenu a la formula (ttib) d-dsssus dans latjuefle P* est fe 10 
radical de I'antlcorps AT15E prtve de fonctlon amine, et m est 1. 

E) Test d'acttvlte de rimmunotoxlne obtenue ' 

La mesure de Tactlvlte cytotoxiquB de rimmunotoxlne est reallsee seion la meme procedure que cefle 
decrjte dans Texemple 3. . 

Le tableau 3 represents les valeurs de CUo qbtenues dans la meme experience avec rimmunotoxlne a 
trichokirine conjuguee par les tyrosines d'une part, la trlchoklrlne non coupiee d^autre part. 

TABLEAU 3 . " i 20 



Produits ' * : 


Concentration ihhibitrice 50 


IT b trichokirine : 
Trichokirine : 


3 x 10" 10 H 
3 x ltT 6 M 



On peut constater que ITT preparee par la conjugalson de l f anticorps antl-Thy 1 2. a la trfchokklne par ses 
restdus tyrosine a une tres forte actMtec^ 
* coupiee. r " & 

EXEMPLE 5 : CONJUQUE OBTENU PAR REACTION ENTBE L'ANTICORPS ANTl-THY *2 ATISESUBSTTTUE 

par~Dn~qr6upement disulfure active et la tic sur laquelle on a trrmopmr UNTfitOF " 

A) Preparation de la TK modifies 40 
A 7,25 mg de TK dissoute dans 8,5 ml de tampon phosphate 125 mM, pH 7(sott 0,853 mg/ml) sont 

additibnnes 168microlitres d'une solution aqueuse de dlmethyl-3,3-d!thlobispropionimidate (DTBP). : 
L'Incubatlon dure 1 heure a 28° C puis le milieu reactionnel est purtfie de I'exces de reactlf par dialyse corttre 
du tampon phosphate 125 mM, pH 7. Le pont dlsulfure du DTBP fixe a la proline est ensulte redutt par le 
mercaptb-2 ethanol (a la concentration finale de 1 pour cent pendant 1 hours £30*0). ' 45 

On poursuit la dialyse contre du tampon phosphate 125 mM, pH 7 comma pr6oeddfnrrfent. Apres 
centrifugation, on obtlent 7 ml d'une solution de TK modifiee a 0,794 mg/ml. Sur ce produit, la methods 
d'Ellman permet de doser 0,6 groupement SH libra par mole de proteins. 

B) Preparation de I'antlcorps rnotftfie " so 
A 3 ml d'une solution d'antlcorps AT15E a 4 mg/ml dans du tampon borate 0,1 M, pH 8,8 sont aJoUtes 21 

mlcrotltres d'une solution coritenant 5,2 mg de N-succlnimldyl 3(pyr1oVI-2-dIsuifanyl)-3 propionate dissous 
dans 1 ml d f ethanol. L'Incubatlon dure 1/2 heure a 28° C puis i'exces du reactif est ettfhlne par dialyse contre 
du tampon phosphate 1 25 mM, pH 7. Apres.dlalyse, la solution prbtetqiie est centrifuges et I'on obtferrt 2,3 mi 
d'une solution a 3 mg/ml. 55 

Par dosage spectrophotom6trtque a 343 nm de la pyridine thlone-2 Hberee par echange avec le mercapto-2 
ethanol, on constate que l'on a obtenu un anticorps portant 3,8 grouperhents dlsulfure mbctes actives par mote 
d'antlcorps. 

t . • • C) Preparation de rimmunotoxlne m 

A 2 ml de la solution d'antlcorps modifle precedemment obtepue, on ajoute 5,4 ml de la solution de TK 
modifiee obtenue en A) t I'on Incube 6 heur s a 28°C f La solution est centrifuges puJs purffiee per fHtrafion 
sur une ccrfonne de Sephacryl S200 HR avec m sure de la densite optlque de refflu nt a 280 nm. 

Le regroupement des fractions contenant a ta fols ranticorps et la TK conduit a 14 ml Ifune solution 
d'irhmunotoxine a 0,09 mg/ml. L taux de couplage rnoyen de cette preparation est de t,5 moterdeTKparmoie - 
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d'anticorps. n 

Lb conjugue afns! obtenu a la formule II cl-dessus dans laquetle P* est le radical de I'antlcorps AT15E prive 
de fonctlons amine. W est un groupement -Z'-Y'-E'-S-S-(E-Y-Z) n - oO Z' est NH, Y* est CO, E' est CH2CH2 E 
est CH2CH2, Y est C«NH, Z est NH, n est 1. A' est te radical de la trichoWrine telle que privee de fonctlons 
5 amine et m est 1,5. 

D) Test d'activite de rimmunotoxine obtenue 

La mesure de Tactile de rimmunotoxine est realises selon la meme procedure que celle decrite dans 
Fexemple 3. Le tableau 4 represente les vaieurs de CI50 obtenues dans la mfime experience avec 
10 rimmunotoxine a trichoWrine preparee comme cf-dessus d'une part et la trlchoktrlne non couptee d'autre part 



TABLEAU 4 



IS 


Produits 


: Concentration 


inhibltrice 50 


20 


IT a tHchokirine 


: 8 a 10 


x 10" 11 H 




THchokirine 


: 3 


x 10*" 6 H 



25 

On peut constater que ITT a una tres forte actMte cytotoxfque qui est 30 000 fols euperfeure a celle de la 
trichoWrine non couplee. 

Cette houvelle classe d'immunotoxlnes peut fitre utitisee pour le traftement des affections cancereuses ou 
non pour lesquelles les cellules clbles a detruire seralent reconnues par I'antlcorps ou le fragment d'anticorps 
so utilise pour la preparation de rimmunotoxine. Les modalftes optimales d'admlnlstratlon alnsi que la duree du 
traftement devront §tre determlnees dans chaque cas en fonction du sujet et de la nature de I'affection a 
trafter. 

Les produits physfologlquement actlfs de rinvention peuvent etre formules pour ('administration par toute 
vole convenable. Le plus souvent. le principe actff sera administre par injection et II sera formule dans un 
35 llqulde sterile apyrogene, de preference de I'eau qui peut contenlr des sels physlologlquement acceptables 
tels que des tampons ou du chlorure de sodium de fapon a obtenir une solution Isotonique. 

Pour un traftement antltumoral, fa dose Joumaliere de trichosanthlne ou de trichoWrine en tant que 
conjugu6 est de preference comprise entre 1 et 100 mg ( avantageusement de 5 a 50 mg et par exemple de 10 
mg environ. 

40 Les unites de dosage contenant la trichosanthlne ou la trichoWrine sous forme de conjugue, par exemple 
des ampoules pour Injection, contiendront done habftueliement de 1 a 100 mg de conjugue de trichoWrine ou 
de trichosanthlne. 
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Revendlcatlons 



1. Immunotoxine formee par couplage d'un antfeorps avec la trichosanthlne ou fa trichoWrine, ayant la 
formule statlstique suivante : 

so P'-W-A' 

dans laquelle 

P' represente le radical d'une protelne P qui est un anticorps ou un fragment d'anticorps tel quel ou 
chimlquement convenablement modifie, privee d'une ou plusieurs fonctlons propres et dans lequel 
d'autres groupes fonctionnel sont eventuellement bloques ; 

ss. A' represente le radical d'une proteine A qui est la trichosanthlne ou la trichoWrine telle quelle ou 

chimlquement convenablement modifies, privee d'une ou plusieurs fonctlons propres et dans lequel 
d'autres groupes fohctlonneis sont eventuellement bloques et W represente une structure covalente 
bivalente contenant au molns un groupe thtoether ou un groupe disulfure dont un des atomes de soufre 
est soit cholsl parml ceux des cysteines de P ou A, soft lie aux fonctlons propres de P et/ou A par des 

60 structures d'espacement portent uh groupe fonctionnel lie auxdites fonctlons propres de P et de A. 

2. Immunotoxine selon la revendlcatlon 1, caracterisee en ce que A' est le radical de la trichoWrine telle 
quelle ou chimlquement c nv nabfement modffiee. 

3. Immunotoxine formee par couplage d'un anticorps avec la trichoWrine ou la trichosanthlne avant la 
formule statistlque suivante : 

65 P'-W-A' 
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dans laquelle 

P* et A' sont tels que definls dans la rev ndicatlon 1 et W represente une structure coyalente choisle 
parml : ' " .* 

(a) un groupement deformule : 



0 



-<Z , -Y , -E , > -S- 

n 




N-E-Y-Z- 



■70 



0 



15 



(b) un groupement de formule : 



Z-Y-E-N 




S-CE'-Y'-Z') - 



n 



(c) un groupement deformule : 

-Z'-Y'-E'-S-S-JE-Y-ZJn- I*; 

(d) un groupement de formule : ' 30 
-S-S-(E-Y-Z) n - 

ou: . " * , 

- Z et Z' Identiques ou dlfferents represented les fonctfons propres des protelnes A et P. cholsles parml 
ratome d'oxygene provenant de I'hydroxyle de Tun des residue de tyrosine ; le grpupe carbonyle 
prove nant de Tun des carboxyles terminaux ou des carboxyles fibres des acldes aspartlques et/ou 35 
glutamiques de A et de p ; le groupe provenant de la structure dlaldehydique obie^Ue apr^s oxydation de ' 

la structure glucidlque de P ou le cas echeant de A par I'acide peiiodlque ; et le groupe -NH- provenant de 
Tune des amines terminates de A et de P ou de Tune des amines en position #pstion de Tun des resfdus de 
lysine ; 1 

- Y et Y' representent des groupes engages dans une liaison covalente avec Fune queldonque des 40 
fonctlons Z et Z' des protelnes A etP ; 

- E et E'. representent des structures d*espacement Inertes ; " • 

- n represente zero ou 1. 

4. Irnmunotoxlne ayant la formule statistlque sulvante : " 

P'(W' - A') m 45 
dans laquelle 

W est tet que definl dans la revendicatlon 3 ; m varie de 0 t 3 a 12 ; P' represente le radical d'une prot&rte P 
qui est un antlcorps ou un fragment d'anticorps tel quel ou chlmtquement convenablement modffle, prlve 
d'une ou plusleurs fonctfons propres et dans lequel les autres groupes fonctlonnels sont eveptuellement 
bloques ; A' represente le radical d'une prot6ine qui est telle quelle ou chlmtquement convenablement 50 
modrftee, prlvee d'une ou plusleurs fonctlons propres et dans lequel les autres groupes fonctlonnels sont 
eventuellement bloques. 

5. Irnmunotoxlne selon Tune quelconque des revendicatfons 1 a 4, caracterisee en ce que la proteine A 
est la trichokirinemodlfiee representee par ia formule : 



dans laquelle 

TKo represente le radical de la trichokiiine, Q represente Thydrogene ou le groupe acetyie et p varie entre 
0,2 et 3. 

,6. Irnmunotoxlne selonia revendicatlon 4. ayant lajormule. statistlque sulvante : 



TK - (CO - CH - S - Q) 
I P 
CH-C00H 
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P ' - C NH-C0-CH-, CH^-S-S-CH-CO-NH-TK ■ ) m 

CH 2 C00H 

dans laquelle 

P 7 et m sont tels que definis dans la revendfcatlon 4 et TK' est le radical de la trichoklrine telle quelle, 
privee de f onctlons amino. 

7. Immunotoxins selon la revendfcatlon 4, ayant la formule statlsttque sulvante : 
P , -(NH-CO-CH2CH2-S-S-CH2CH2-CO-0-TK")m 

dans laquelle 

P' et m sont tels que definis dans la revendicatlon 4 et TK" est le radical de la trichoklrine telle quelle, 
privee de f onctlons hydroxyle phenollques. 

8. Procede pour la preparation d'une Immunotoxine ayant la formule statistique sulvante : 
P'-W-A' 

dans laquelle 

P' represente le radical d'une proteine qui est un anticorps ou un fragment d*anticorps tel quel ou 
chlmiquement convenablement modlfie, privee d'une ou plusleurs fonctlons propres et dans lequel les 
autres groupes fonctlonnels sont eventuellement bloques ; A' represente le radical d'une proteine A qui 
est la trichosanthlne ou la trichoklrine telle quelle ou chlmiquement convenablement modifies. priv6e 
d'une ou plusleurs fonctlons propres et dans lequel les autres groupes fonctlonnels sont eventuellement 
bloques et W represente une structure covalente bfvalente contenarrt au molns un groupe thloether ou un 
groupe dlsutfure dont Tun des atomes de soufre est soit choisl parml ceux des cysteines de P ou A, solt 
116 aux fonctlons propres de P et/ou A par des structures CTespacement portant un groupe fonctionnel lie 
auxdites fonctlons propres de P et/ou de A ; caracterise en ce qu'on fait reagir en solution aqueuse et a la 
temperature amblante une proteine PI, qui est indifferemment soft la trichosanthlne ou la trichoklrine 
eventuellement modffiees, soft un anticorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'au molns un groupe thiol 
libra attache a ladrte proteine P1 directement ou par I'intermedfalre d'une structure d'espacement, avec 
une proteine P2, dlfferente de P1. qui est indifferemment soft la trichosanthlne ou la trichoklrine 
eventuellement modffiees, soft un anticorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'un groupement capable 
de couplage avec le thiol libra de la proteine P1 , de facon a former une liaison thloether ou dlsutfure. 

9. Proced6 selon la revendicatlon 8, caracterise en ce que Ton utilise comma proteine. P1 ou P2, un 
derive de proteine represente par la formule statistique : 

P2" - O - CO - E - G (VI) 
dans laquelle : 

- P2" represente le radical d'une proteine choisle parml : 

. tout anticorps ou fragment d'anticorps ou toute immunogiobulfne ou fragment d'lmmunoglobuline ou 
toute mo!6cute d6rfvant des precedentes par modification artificlelle de I'un quelconque de leurs 
groupements fonctlonnels ; 

. la trichosanthlne ou la trichoklrine ou toute molecule derivant desdftes proteines par modification 
artificlelle de I'un quelconque de leurs groupements fonctlonnels ; 

ledft radical etant la proteine privee d'un ou plusleurs groupes hydroxytes phenollques des tyrosines ; 

- I'atomes d'oxygdne est celul des groupes hydroxytes phenollques manquant dans le radical P2" ; 

- E est tel que defini dans la revendicatlon 3 et 
• G represente un groupe : 




0 



ou un groupe -S-S-X ou X est un groupe actlvateur. 

10. Procede selon la revendicatlon 8, caracterise en ce que la proteine A est la trichoklrine modifiee 
repondant a la formule : 
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TK° - (CO - CH - S - Q> 
l P 

CH 9 C00H , 

^ 6 

danslaquelte 

TK° represente le radical de la trlchokirine, Q represente I'hydrogene ou le groupe acetyte et p varie entre 
0,2et3. , 

1 1 . Procede selon la revendlcatlon 8 t pour I'obtentlon d'une Immunotoxlne ayant la formula statistlque : 10 
P 1 (NH-CO-CH^CH^-S-S-CH-CO-NH-TK 1 ) m (Ilia) 



* * CH 2 C00H 




16 



25 



35 



40 



dans taquelle • 
P / et m sont tels que definls dans la revendlcatlon 4 et TK' est le radical de la trlchokirine telle quelle, 
priv6e de fonctions amino, caracterise en ce qu'II consiate a faire reaglr, en .solution aqueuse et a 
temperature amblante, une proteine P1 qui est un antlcorps ou un fragment d'arrtlodrps portant au molns „ 
un groupe thiol Ubre tie a ladtte proteine P1 dlrectement ou par IMntermedtaJre d'une structure 
d'espacement, avec la mercaptosuccinoyt-trichoklrine comma proteine P2. 4 

Procede selon la revendlcatlon 8, pour I'obtentlon d'une Immunotoxlne ayant fa formule statistlque : 
P / -(NH-CO-CH a CH2-S-S-CH2-CH2-CO-0-TK' , ) TO (IHb) 
danslaquelle 

P' et m sont tels que definls dans la revendlcatlon 4, et TK" est le radical de la trlchokirine telle quelle 
pnVee de fonctions hydroxyle phenollques, caracterise en ce qu'II conslste a fafre reaglr, en ( solution 
aqueuse et a temperature amblante, une proteine P1 qui est un antlcorps ou un. fragment d'anttcorps 
portant au molns un groupe thiol Ubre lie a ladtte proteine P1 dlrectement ou par I'fnterrnedlalre d'une 
structure d'espacement avec le (pyridyl-2 disulfanyl)-3 propionate de trlchokirine comrrte proteine P2. „ 
13. Derives de proteine representee par la formule statistlque : 
P2"-0-CO-E-G(Vl) 
danslaquelle : 

- P2" represente le radical d'une proteine cholsle parmi : t 

. tout antlcorps ou fragment d'anticorps ou toute Immunoglobulins ou fragment d'lmrnunpglobuline ou 
tpute molecule derivant des precedentes par .modification arttflclelle de Pun quelconque de leurs 
groupements fonctionnels ; 

. la trichosanthlne ou la trlchokirine ou toute molecule derivant desdites proteines par modification 
arttficlelle de I'un quelconque de leurs groupements fonctionnels ; 

ledlt radical etant la proteine privee d'un ou plusfeurs groupes hydroxyles phenollques des tyrosines ; 

- Tatome d'oxygene est celul des groupes hydroxyles phenollques manquant dans le radical P2" ; 

- E est tel que definl dans la revendlcatlon 3, et 

- G represente un groupe 

45 
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ou un groupe -S-S-X ou X est un groupe actlvateur. 
14. Procede pour I'obtentlon des derives de proteine selon la revendlcatlon 13, caracterise en ce qu'II 
conslste a faire reaglr un produft de formule : P2"-OH 1 dans laquelte P2" est teljqiie d6flnl cl-dessus et le 
groupe hydroxyle etant Thydroxyle phenollque manquant dans les tyrosines du radical P2", avec un 
compose de formule (VII) cl-dessous : 

60 
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N-CO-E-G 



(VII) 



a una temp6rature de 10 A 40° C dans un solvant aqueux contenant 6ventueliement un solvant organique 
mlsclble a I'eau, tel que par exemple un solvant ethere comma le dioxanne ou le tetrahydrofuranne. 

15. Compositions pharmaceutiques contenant en tant que princfpe actif une Immunotoxlne selon Tune 
quelconque des revendlcatlons 1 a 7. 

Revendlcations pour les Etats contractants sutvants - GR and ES 

Procede pour I'obtentlon d'une immunotoxlne ayant laformule statlstfque sutvante : 



P* represents te radical d'une proteins qui est un anticorps ou un fragment d'antlcorps tel quel ou 
chimlquement convenablement modtfle, priv6e d'une ou plusleurs fonctions propres et dans lequel les 
autres groupes fonctionnels sont eventuellement bloques ; A' represents le radical d'une proteine A qui 
est (a trichosanthlne ou la trlchoklrlne telle quelle ou chimlquement convenablement modifies, prtvee 
d'une ou plusieurs fonctions propres et dans lequel les autres groupes fonctionnels sont eventuellement 
bloques et W represente une structure covalente bfvalente contenant au molns un groupe thioether ou un 
groups dlsulfure dont I'un des atomes de soufre est soft choisl parml ceux des cysteines de P ou A, sort 
lie aux fonctions propres de P et/ou A par des structures d'espacement portent un groupe fonctionnel He 
auxdites fonctions propres de p et/ou de A ; caracterise en ce qu'on fait reagir en solution aqueuse et a la 
temperature amblante une proteine P1, qui est Indifferemment solt la trichosanthlne ou la trichofdrine 
eventuellement modifiees, soit un anticorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'au moins un groupe thiol 
libre attache a iadite proteine P1 directement ou par nnterm6dialre d'une structure d'espacement, avec 
une proteine P2, dffferente de P1, qui est indffferemmerit soit la trichosanthlne ou ia trichokirine 
eventuellement modrfiees, soit un anticorps ou fragment d'anticorps porteuse d'un groupement capable 
de couplage avec le thiol tibre de la proteine P1, de facon a former une liaison thio6ther ou disuffure. 

2. Procede selon la revendication 1 t caracterise en ce que A' est le radical de la trichokfrine telle quelle 
ou chimlquement convenablement modifiee. 

3. Procede pour I'obtentlon d'une Immunotoxlne ayant la f orrnule statistique sulvante : 
P'-W'-A'dl) 

dans laquelle 

P* et A' sont tels que definis dans la revendication 1 et W represente une structure covalente choisie 
parmi : (a) un groupement de formule : 



P'-W-A'(l) 
dans laquelle 



0 




N-E-Y-Z- 



0 



(b) un groupement de formule : 



0 



-Z-Y-E-N 




0 



S-CE'-Y'-Z 1 ) - 
n 



(c) un group ment de formule : 
-Z'-Y'-E'-S-S-(E-Y-Z) n - 

(d) un groupement d formule : 
-S-S-(E-Y-2) n - 
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- Z et 2' fdentiques u Hlfferents represented lea f notions propraa d s proteines A et P, chateies parml 
I'atome d'oxygene provenant de I'hydroxyle da Tun des resldus da tyrosine ; le groupe carbortyfe 
provenant de Tun des carboxyies termlnaux ou des carboxyles Ifbres des acldes aspartiques et/ou 
glutamiques de A et de P ; le groupe provenant de la structure dlaldehydlque obteritie apres oxydation de 
la structure glucidique de P. ou le cas echeant de A par Pacfde pertocflque ; et fe groupe -NH- provenant 
de Tune des amines terminates de A et de P ou de Tune des amines en position epsilbn de Tun des residus 
de lysine ; ». . r 

- Y et Y' represented des groupes engages dans une liaison oovalente avec t'une quelcbnque des 
fonctions ZetZ' des protelnes A et P ; ! 

- E et E' represented des structures d'espacement Inertes ; 

-nrepresente zero out . s 

caracterise en ce qu'on fait reaglr en solution aqueuse et a la temp6rature ambtante*une protelne PI, qui 
est indifferemment soit la trichosanthlne ou la trichoklrtne eventuedement modtftees. soft un antioorps ou 
fragment d'anticorps, porteuse d'au molns un groupe thiol libra attache a ladfte protelne P1 dlrectement 
ou par I'intermedialre d'une structure d'espacement, avec une protelne P2, dtfferente de P1, qui est 
Indifferemment solt la trichosanthlne ou la trlchoklrine eventuellement modrfleesv soft un antfcorps ou 
fragment d'anticorps, porteuse d'un groupement capable de coupiage avecje thiol Ifbre de la protelne PI , 
de facon a, former une liaison thloether oudlsutfure, 

4. Procede pour Tobtention d*une fmmunotoxlne ayant la formula statistlque sutvarrte : . 
P'<W'-A') m 

dans laquetle 

W est tel que deflnl dans la revendlcation 3 ; m varle entre 0,3 et 12 ; P* et A' sont tels que deflnis dans la 
revendicatlon 1 , caracterise en ce qu'on fait reaglr en solution aqueuse et a la temperature amblante una 
protelne P1, qui est Indifferemment sort la trichosanthlne ou la trlchoklrine eventuetlement modlfiees, soit 
un antlcorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'au molns un groupe thiol libra attache a ladfte protelne 
P1 dlrectement ou par I'intermedialre d'une structure d'espacement, avec une proteine P2, dtfferente de 
P1, qui est indifferemment soit la trichosanthlne ou {a trlchoklrine eventuellefnerrt modlfiees, spit un 
antlcorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'un groupement capable de coupiage avec le thiol Rbre de 
la protelne P1 , de facon a former une liaison thloether ou dlsutfure. 

5. Procede selon la revendicatlon 4 pour i'obtention d'une Immunotoxlne ayant (a formule statistique 
sulvante : 

P , -(NH-C0-CH 2 CH 2 -S-S-CH-C0-Nrf-TK l ) fn (Ilia) 

CH 2 C00H 

dans laquetle 

P' et m sont tels que deflnis dans la revendicatlon 5 et TK' est le radical de la trlchoklrine telle quelle, 
prtvee de fonctions amino, caracterise en ce qu'ii consists a faire r6agir en solufion aqueuse et a 
temperature amblante une protelne P1 qui est un antlcorps ou un fragment d'anticorps porteur d'au 
molns un groupe thiol libra attache a ladfte protelne Pi dlrectement ou par I'intermedialre d'une structure 
d'espacement avec une protelne P2 qui est la mercaptosuccinoyl-trichokirlrte; ' 

6. Procede selon la revendlcation 4 pour I'obtention d'une Immunotoxihe ayant fa formule statistique 
sulvante : 

P '-(NH-CO-CH2CH 2 -S-S-CH2CH 2 -CO-0-TK / ')m (1Mb) 
dans laqueile 

P' et m sont tels que deflnis dans la revendicatlon 4 et TK'' est le radical de la trichoklrtne telle quelle, 
prtvee de fonctions hydroxyle phenblliques, caracterise en ce qu'll cbnslste affaire reaglr en solution 
aqueuse et a la temperature amblante une protelne P1 qui est un antlcorps ou un fragment d'anticorps 
porteur d'au molns uh groupe thiol libre attache a iadrte protelne P1 dlrectement ou par rintermedlalre 
d'une structure d'espacement avec une protelne P2 qui est le (pyrldyl-2 dleutfanylJ-S propionate de 
trichokirine. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendlcatlons 1 a 4 t caracterise en ce que ta protelne A est la 
trichoklrtne modlfiee de formule : 

TK° - (CO - CH - S - Q) 

I P 
CH 2 C00H 

dans laqueile 

TK» represente le radical de la trichoklrtne, Q represents Phydrogene ou le groupe ac6tyte et p varie entre 
0,2 t3. 
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8. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 & 6, caracterlse en ce que Con utilise comme 
protetne P1 ou P2, des derives de proteines de formula statlstique : 
P2"-0-CO-E-G(VI) 
dans Eaquelle 

- P2" represente le radical d*une protelne cholsis parml : 

. tout anticorps ou fragment d'antlcorps ou toute Immunoglobuline ou fragment d'immunoglobuline ou 
toute molecule denVant des precedentes par modification arttffcielle de Tun quelconque de ieurs 
groupementsfonctionnels ; 

. la trfchosanthfne ou la trichoklrine ou toute, molecule derfvant desdites proteines par modification 
artlficlelle de Tun quelconque de Ieurs groupements fonctionnels ; 

ledit radical etant la protelne prtvee d'un ou plusieurs groupes hydroxyles phenoliques des tyrosines ; 

- Patome d'oxygene est celul des groupes hydroxyles phenoliques manquant dans le radical P2" ; 

- E est tei que defini dans la revendlcation 3, et 

- G represente un groupe : 



ou un groupe -S-S-X ou X est un groupe activateun 

9. Procede pour I'obtentlon de derives de protelne de f ormule statlstique : 
P2" - O - CO - E - G (VI) 
danslaquelle 

P2" , E et Q sont tels que d6ffnls dans la revendlcation 8. caracterlse en ce qu'il conslste k faire reagir un 
produit de formula : P2"-OH, dans laquetie P2" est tel que defini ci-dessus et le groupe hydroxyle etant 
rhydroxyie phenolique manquant dans les tyrosines du radical P2", avec un compose de forrnule (VII) 
ci-dessus : 



dans laqueile 

E et G sont tels que deffnis ci-dessus a une temperature de 10 a 40° C dans un solvant aqueux contenant 
feventueiiement un solvant organlque miscible a Peau, tel que par exemple un solvant ethere comme le 
dioxanne ou le tetrahydrqfuranne. 
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